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1. Introduction 
Many  koala  populations  throughout  Australia  are  under  threat  of  collapse  with  serious 
declines  leading  to  localised extinction. The nature of  these declines can be attributed  to 
confounding anthropogenic pressures such as  land clearing and habitat  fragmentation  [1], 
motor vehicle trauma[2], dog attacks and disease. A reduction in mortalities due to disease 
is  predicted  to  provide  the  greatest  potential  impact  on  stabilising  these  declining  koala 
populations  [3].    Chlamydia  is  an  obligate  intracellular  bacteria  and  the  main  cause  of 
disease in the koala [4‐6]. The most widespread and pathogenic chlamydial species infecting 
the  koala  is  Chlamydia  pecorum.  Ocular  infections  cause  keratoconjunctivitis  leading  to 
blindness  [7,8].  Rhinitis  and  pneumonia  are  associated  with  respiratory  infections  and 
urinary  tract  infections  cause  cystitis  and  continual  urine  soiling  or  ‘wet  bottom’  [5]. 
Infections of the genital tract can cause severe inflammation and fibrosis resulting in cystitis 
and  infertility  [4].  Many  koalas,  conversely,  are  asymptomatically  infected  [9].  While 
antibiotics  present  a  treatment  option  for  chlamydial  infections,  they  can  also  adversely 
affect the intestinal microflora and health of the animals [10]. Thus, an effective vaccine to 
prevent  the adverse  consequences of  chlamydial  infections  in  koalas  is  important  for  the 
management of declining koala populations. 
 
The  feasibility of a chlamydial vaccine  for the koala was previously evaluated by assessing 
the immunological response of healthy koalas to a multi‐subunit chlamydial vaccine derived 
from non‐koala  specific  chlamydial  species  [11]. High  levels of  antigen‐specific peripheral 
blood  mononuclear  cell  (PBMC)  proliferation  (>  1  year)  and  sustained  plasma  antibody 
levels  in  immunized animals were observed. More recently, healthy koalas and koalas with 
significant ocular or urogenital tract disease were  immunized with a multi‐subunit vaccine 
derived  from koala C. pecorum  [12]. This  study  showed  that koala vaccination  is  safe and 
induces an immune response that may provide ongoing protection from natural C. pecorum 
infections. The major antigenic components of both this trial [12] and the earlier study [11], 
were  recombinant  chlamydial  outer  membrane  protein  (MOMP),  encoded  by  the  ompA 
gene.  MOMP  is  a  major  target  of  the  immune  response,  eliciting  significant  protection 
against infection in small‐animal models [13, 14]. A major problem of MOMP‐based vaccines 
comes  from sequence diversity present  in  its surface‐exposed variable domains.  In human 
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genital Chlamydia trachomatis  infections, MOMP  immunization  from one serovar will only 
elicit protection against the same or closely related serovars [15]. Sequence analyses of the 
surface‐exposed  variable  domains  encoded  by  C.  pecorum  MOMP‐encoding  ompA  from 
geographically  distinct wild  koala  populations  have  revealed  extensive  diversity  (10‐30%) 
[16,17,18]. While these results appear promising, more work needs to be done to elucidate 
the specificity of any cross‐reactivity and whether immunization with single recombinant C. 
pecorum MOMP or multiple MOMP proteins will impact on this outcome. 
 
In the current study, we  investigated these questions by vaccinating captive female koalas 
with different combinations of C. pecorum MOMP to evaluate the efficacy of single versus 
polyvalent vaccines to protect against the wide diversity of C. pecorum strains circulating in 
wild koala populations.  
 
2. Materials and methods 
Koala C. pecorum strains used in this study 
According  to  Marsh  et  al.,  2011  [18],  a  total  of  nine  genotypes  based  on  ompA  VD3/4 
sequence have been  identified  in several wild koala populations across Australia. Hence  in 
order to consider the diversity of MOMP, we have chosen three highly diverse C. pecorum 
OmpA  VD3/4  genotypes  designated  A,  F  and  G  with  17.85%  to  25.67%  nucleotide 
differences  between  them.  Three  unique  strains  of  koala  C.  pecorum  A,  F  and  G,  were 
isolated  from  the  eyes  or  urogenital  sites  of  individual  free‐range  koalas  sampled  during 
screening of wild koala populations  in Queensland [12,18]. All  isolates were propagated  in 
cell  culture  and  recombinant  MOMPs  from  their  ompA  genes  were  produced  for 
immunization studies. 
C. pecorum cell culture 
Provided as Supplementary information 
Production of recombinant MOMP proteins for vaccination 
Provided as Supplementary information 
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Experimental groups of koalas  
Twelve healthy female koalas, aged three to seven years, were used for this study and were 
housed  at  Lone  Pine  Koala  Sanctuary,  Fig  Tree  Pocket,  Queensland.  Although  not  ideal, 
because of  several  challenges  involved  in  recruiting  these  vulnerable  species  into  various 
trials conducted by our group, we have collected and analysed samples four weeks prior to 
immunisation  from  each  koala  instead  of  including  a  separate  placebo  group.  Lone  Pine 
Koala Sanctuary harbours  largest number of captive,  inbred koalas  in Australia. Couple of 
years ago, we had performed a thorough screening of the swabs collected from the whole 
colony by C. pecorum specific 16SrRNA quantitative PCR and were negative. Before the start 
of this vaccine trial, a thorough clinical examination of each koala  in this trial was clinically 
examined  for  chlamydiosis  as well  as  the pre‐immunization  samples  from  all  the  animals 
were  tested by ELISA  and Western blot  for  the presence of  antibodies  to Chlamydia  and 
were  found  to be negative  (data not shown due  to  figure  restrictions of  the  journal). The 
work was approved by the QUT Animal Ethics Committee (Approval # 0700000559). 
Immunization schedule 
Koalas  recruited  into  this  study were divided  into  four  groups of  three  koalas per  group, 
with group 1 receiving MOMP A; group 2 receiving MOMP F; group 3 receiving MOMP G; 
and  group  4  receiving  MOMP  A  plus  MOMP  F.  Although  our  previous  study  [13]  has 
assessed  the  value  of  reducing  the  number  of  immunizations  using MOMP  and NrdB  as 
immunogens,  the  current  trial  was  primarily  aimed  at  evaluating  differences  in 
immunogenicity or  specificity of  various MOMP  vaccinations  even  after  several boosters. 
Hence all  the animals were  immunized subcutaneously with vaccine on weeks 0, 4 and 8. 
Each  dose  of  the  vaccine  consisted  of  50  µg  of  recombinant  MOMP  mixed  with  50  µg 
Immuno Stimulating Complex (ISC, Pfizer Animal Health) in 0.5 mL PBS. 
Sample collection 
Provided as Supplementary information 
Enzyme‐linked immunosorbent assay (ELISA)        
Provided as Supplementary information 
6 
 
In vitro neutralization assay 
Provided as Supplementary information 
Measurement of lymphocyte proliferation response 
Provided as Supplementary information 
Prediction of major B and T cell epitopes of MOMP 
Provided as Supplementary information 
Statistical analysis   
Provided as Supplementary information 
3. Results  
3.1. Evaluation of vaccine safety 
None  of  the  12  koalas  immunized  in  this  study  showed  any  adverse  signs  of  swelling  or 
abscess formation around the vaccination site either immediately after vaccination or at any 
time  during  the  44 weeks  of  the  trial. No  adverse  changes  in  body  temperature,  eating 
patterns or general demeanour were also observed as a result of administering the vaccine. 
3.2. Characterisation of humoral immune response to all MOMPs tested 
Figure 1 demonstrates the production of IgG antibodies in plasma against each of the three 
MOMPs (A, F and G) following immunization. All 12 animals had negligible antibody levels to 
the MOMP  antigens prior  to  immunization.  The  three  groups  that were  immunized each 
with single MOMP types, A, F and G (groups 1, 2 and 3) respectively, developed antibodies 
that recognized not only the MOMP type used for  immunization, but also cross reacted to 
all  three  MOMP  types.  In  all  the  groups,  the  titers  peaked  around  10  weeks  post‐ 
immunization  and  started  to  plateau,  or  decreased  slightly  by  week  21.  Interestingly, 
regardless  of  which  MOMP  was  used  as  the  immunising  antigen,  the  lowest  level  of 
antibodies was seen against MOMP F, compared to the titers with the other two MOMPs. 
This effect was even observed  in group 2 animals which were  immunized with MOMP  F. 
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Although the titres were different between the various groups, the kinetics of the responses 
was generally similar.  
Figure  2  demonstrates  the  production  of MOMP  IgG  antibodies  at  ocular  and  urogenital 
sites.  Similar  to  the  plasma  responses,  the  individual  and  dual MOMP  groups  developed 
antibodies  against  all  three  antigens  at  both  ocular  and  urogenital  sites.  All  the  animals 
started with negligible antibodies prior to vaccination and reached a peak of 2‐5 x 101 EPT 
and  5‐10  x  101  EPT  by  21  weeks  post  immunization,  at  ocular  and  urogenital  sites, 
respectively. Interestingly, there was no significant difference in the titers produced against 
different MOMPs at ocular versus urogenital sites.  
3.3. Vaccine induced enhancement and specificity of plasma neutralising antibodies 
The  development  of  in  vitro  neutralizing  antibodies  following  immunization  (Figure  3)  is 
expressed as the fold change of C. pecorum A, F and G infections between plasma collected 
pre‐immunization  compared  to  plasma  collected  from  the  animals  21  weeks  post‐ 
immunization. Pre‐immunized plasma samples collected  from each  individual animal were 
used  to  establish  the background  level of  infection  in  the  cell  culture  assay. While  there 
were some minor differences between the groups, the main observations were; (a) plasma 
from  all  immunized  animals  were  able  to  neutralize  infections  at  a  dilution  of  1:10 
(neutralization  levels  ranging  from 2.3  fold  to 7.0  fold)  and  (b)  the  in  vitro neutralization 
effect was  seen across different C. pecorum genotypes.  Interestingly, although animals  in 
the groups 1, 2, and 3 were  immunized with recombinant MOMP A, F and G respectively, 
post‐vaccinated plasma samples were able to neutralize both homologous and heterologous 
C.  pecorum  infections.  Moreover,  comparing  the  neutralization  effect  between  the 
individual (groups 1, 2 and 3) and combined (group 4) MOMP groups, there were, (a) similar 
levels of  vaccine enhanced  in  vitro neutralization  in  the C. pecorum A  infection between 
group 1  (MOMP A  immunized) and group 4  (MOMP A and F  immunized) and  (b) only 3% 
more  neutralization  against  C.  pecorum  F  infection  among  group  2  koalas  (MOMP  “F” 
immunized)  than  the  multiple  MOMP  group  (group  4).  Surprisingly,  group  3  koalas, 
immunized  with  MOMP  “G”,  had  the  lowest  (though  not  statistically  significant) 
neutralization  percentage  (12.75%  or  2.3  fold)  against  its  homologous  C.  pecorum  G 
infection, compared to the other heterologous groups.  
8 
 
Across all the four groups there was an average of 3.4 fold vaccine enhanced neutralization 
against  C.  pecorum  A  infection,  3.2  fold  against  C.  pecorum  F  infection  and  3.8  fold 
neutralization against C. pecorum G infection. 
3.4. Cell mediated immune responses following vaccination 
To evaluate the cell‐mediated immune response, PBMCs were collected at weeks 10 and 21 
post‐immunization and labelled with CFSE. Proliferation was analysed by dye‐dilution assay 
following  in  vitro  stimulation with  recombinant MOMP  proteins  A,  F  and G  (Fig.  4). We 
observed  strong  Chlamydia  MOMP‐specific,  lymphocyte  proliferation  responses  for  all 
immunized  groups.  The  overall  strongest  lymphocyte  proliferation  responses  (15  –  30%) 
were observed in animals vaccinated with MOMP genotype G. As observed for the antibody 
responses, we observed both heterologous as well as homologous lymphocyte proliferation 
responses,  with  no  significant  trends  in  the  levels  of  heterologous  responses.  Although 
groups 1, 2 and 3 were immunized with individual MOMPs A, F and G respectively, 5 – 30 % 
of  the  lymphocytes  among  all  the  groups  underwent  two  or  more  rounds  of  division 
following  multiple  MOMP  stimulation.  There  was  no  significant  difference  in  the 
proliferative percentage of  lymphocytes between  individual and dual MOMP  immunization 
groups. 
To  further characterise  the  lymphocyte proliferation  response of animals  immunized with 
recombinant MOMP protein, we measured the animal’s proliferation response to whole UV 
inactivated  EBs  (Figure  5).  Encouragingly,  all  groups  responded  by  producing  strong 
proliferation responses (2‐8%) to the intact EBs, against both homologous and heterologous 
strains, with no  significant difference between  the  individual and dual MOMP  immunized 
groups.  
3.5. Major B and T cell epitope predictions in various MOMP proteins 
Figure 6 shows the major B and T cell epitope predictions in the MOMP protein in the three 
C.  pecorum  strains. Of  the  six major  predicted  B  cell  epitopes,  four were  in  the  variable 
regions  (55’‐85’; 141’ – 154’; 221’ – 237’; 298’ – 312’) specific to each MOMP amino type 
and  the  other  two  (1’  –  11’;  18’  –  30’)  were  conserved  across  the  three  MOMPs. 
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Interestingly, all major predicted T cell epitopes using human and mouse MHC molecules as 
the comparison were present in the conserved regions of the MOMPs. 
4. Discussion 
C.  pecorum  strains  infecting  koalas  demonstrate  significant  antigenic  diversity,  posing 
challenges  for  the development of effective  vaccines. An  important  consideration  for  the 
development of a MOMP‐based anti‐chlamydial vaccine therefore  is the  induction of cross 
strain/genotype/serovar protection, since multiple strains/genotypes/serovars cause genital 
and  conjunctival  infections  in  koalas.    Previous  studies  on  the  development  of  a  koala 
Chlamydia vaccine have shown the potential of healthy vaccinated koalas to induce humoral 
and cell mediated  immune responses to chlamydial antigens [11] and the enhancement of 
immune  responses  in both healthy  and naturally diseased  animals upon  vaccination with 
host  specific  C.  pecorum MOMP G  and NrdB  antigens  [12].  The  current  study  evaluated 
several MOMP‐based vaccines, formulated with C. pecorum genotypes MOMP A, MOMP F 
and MOMP G to induce systemic and mucosal immune responses in healthy, Chlamydia‐free 
koalas. To our knowledge,  this  is  the  first  report evaluating a  subunit vaccine  formulated 
with one or two MOMPs of a genetically, serologically and in vitro growth characteristics of 
diverse Chlamydia species.  
In  this  study,  healthy,  non‐Chlamydia  infected  koalas  had  negligible  pre‐existing  immune 
responses  to  any  of  the  C.  pecorum  MOMPs  A,  F  and  G  prior  to  vaccination.  Following 
vaccination, although three groups were immunized with a single MOMP (MOMP A, F or G), 
they  all  developed  a  broad  repertoire  of  plasma  antibodies  that  could  recognize 
homologous as well as heterologous MOMPs. Interestingly, plasma IgG antibodies to MOMP 
F had the lowest titer in both homologous (group 2) as well as heterologous groups (groups 
1, 3 and 4). Furthermore, group 2 koalas (immunized with MOMP F) had the lowest plasma 
IgG  responses  to  both  homologous  as  well  as  heterologous  MOMPs.    Importantly, 
subcutaneous  immunization was able to generate significant  levels of IgG  levels that cross‐
reacted with  all  heterologous MOMP  genotypes  at  both  the  ocular  and  urogenital  sites. 
Antibodies  detected  at  the  urogenital  tract  had  higher  titers  compared  to  those  at  the 
ocular site and were significantly higher  than pre‐immunization  levels  in  three of  the  four 
groups, despite the sample dilution involved in elution of IgG from swabs. This data strongly 
10 
 
suggests the presence and conservation of major B cell epitopes across all the MOMPs. As 
shown  in  Fig.  6  and  from  alignment  of  the  amino  acid  sequences  from  all  10  currently 
known  koala C. pecorum MOMPs  (data not  shown), predicted B  and  T  cell epitopes  that 
appear critical in heterologous vaccine response are conserved, not just in the three strains 
analyzed  in our  current  study, but across  all 10  currently  known  koala C. pecorum ompA 
genotypes (data not shown). 
In  addition  to  the  development  of  a  broad  repertoire  of  antibodies,  importantly,  these 
plasma antibodies are  functional since we showed neutralisation of various C. pecorum  in 
vitro  infections.  Although  animals  in  groups  1,  2  and  3  were  immunized  with  single 
recombinant C. pecorum MOMPs,  they  still effectively  cross neutralized  the heterologous 
infections.  Interestingly,  there  was  no  significant  difference  between  various  individual 
(groups 1, 2 and 3) and combined (group 4) MOMP groups in cross neutralizing C. pecorum 
infections.  One  notable  observation  was  that  although  group  2  koalas  immunized  with 
MOMP “F” had  lower total antibody titers (2.5 X 104 EPT) compared to the other MOMPs, 
at 21 weeks post vaccination, they were still equally efficient in neutralizing homologous as 
well  as  heterologous  C.  pecorum  infections  (17.5%    or  3.7  fold).  In  comparison, Group  3 
animals  immunized with MOMP “G” had higher average antibody titers of 4.7 X 104 EPT at 
21  weeks,  but  had  a  lower  neutralizing  percentage,  although  this  was  not  significant 
statistically. However, among all  the vaccinated koalas, group 1 animals  (MOMP “A”) had 
both the highest average titers of 5.1 X 104 EPT and resulted in 24% or 4.9 fold neutralization 
of the three C. pecorum strains. 
Non‐human primate studies have demonstrated that neutralizing antibodies produced as a 
result of immunization with native MOMP of either an ocular serovar [20] or genital serovar 
[21] were highly serovar‐specific, even though there were only two amino acid differences 
between  the  serovars  in  their  MOMP  sequences.  By  comparison,  in  our  current  study, 
although MOMP sequence diversity of the three C. pecorum amino types ranged from 9.5 – 
14.5%  (35  –  54  amino  acids),  no  diversity  was  observed  between  the  first  two  in  silico 
predicted B cell epitopes. Consistent with  this,  the animals  in our  study produced plasma 
antibodies which were able to neutralize several C. pecorum amino types, with no significant 
differences  seen.  Another  interesting  observation  from  our  study  relates  to  the 
conformation  of  the  MOMP  used  for  immunization.  Several  primate  studies  have  used 
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native MOMP,  arguing  that  this  better  represents  the  conformation  on  EBs,  and  should 
result  in  the  production  of  more  effective  antibodies.  In  our  study,  we  were  able  to 
demonstrate  the production of cross neutralizing antibodies after  immunizing with a non‐
conformational recombinant MOMP. 
The  cellular  immune  response  against  chlamydial  infections  has  been  shown  to  be 
protective  in  various animal models  [22, 23].  In our  study, we were able  to demonstrate 
lymphocyte proliferation from  immunized animals following  in vitro stimulation with three 
recombinant MOMPs. Eventhough the animals in the three groups were  immunized with a 
single  MOMP  antigen,  they  were  still  able  to  proliferate  following  stimulation  with 
heterologous  MOMPs  at  10  and  21  weeks,  with  no  significant  difference  in  responses 
between either  the homologous and heterologous antigens or  individual and dual MOMP 
immunized groups. Most importantly, we also showed that 2.5‐8.0% of the lymphocytes had 
the ability to proliferate against UV inactivated whole EBs of different amino types. When in 
silico T cell epitope searches of MOMP were performed  (Fig. 6),  the  top 10 peptides with 
strong  binding  affinity  to  MHC  class  II  molecules  from  human  and  mouse  were  in  the 
conserved regions of all MOMPs, as has been shown for human T cell responses to MOMP 
from different serovars of C. trachomatis [24]. This suggests that koala T  lymphocytes also 
recognize highly conserved epitopes in the conserved region of MOMP.  
Whilst  the  results  from our previous  [12]  and  current  vaccine  trial have been promising, 
there  still  remain  few  challenges  in  delivering  the  vaccine  to  stabilise  several wild  koala 
populations from decline. We would like to address these challenges in a stepwise fashion. 
(a).  To  evaluate  the  effectiveness  of  a  boutique  MOMP  vaccine  in  several  male  captive 
koalas  because  of  the  differences  in  innate  and  adaptive  immune  responses  at  site  of 
infection between males and females (b). Evaluate a vaccine formulated with a single dose, 
long acting adjuvant  in captive koalas  (c). To monitor  the effect of vaccine  in several wild 
caught healthy, diseased and asymptomatic but PCR positive koalas even after  re‐release. 
(d). In the final study, we will evaluate the immunogenicity of a boutique MOMP vaccine in 
several wild koalas when live challenged with several C. pecorum serovar EBs. 
In summary, both the humoral and cell mediated  immune responses following vaccination 
demonstrate  the  ability  of  the  koala  to  produce  responses  that  cross  react  to  various  C. 
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pecorum MOMPs  as well  as  to whole  EBs. Moreover, B  and  T  cell predictions of  various 
linear MOMPs  indicate  the presence of conserved epitopes which may be  responsible  for 
this cross reactivity. The findings  in this study have demonstrated similar kinetics between 
individual  and  combined MOMP  groups  in  (a)  development  of  vaccine  enhanced  plasma 
antibodies  (b)  neutralization  effect  against  various  C.  pecorum  infections  (c)  lymphocyte 
proliferation  against  various  MOMPs  and  whole  EBs  between  the  individual  and  the 
combined MOMP groups.  
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